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CARRERA DEL INVESTIGADOR CIENTIFICO Y
TECNOLOGICO
Informe Cientifico'

PERIODO 2%: 2014
Legajo N°:

1. DATOS PERSONALES
APELLIDO: Maté
NOMBRES: Sabina Maria
Direccion Particular: Calle: Ne:
Localidad: City Bell, La Plata CP: 1900 Tel:
Direccion electronica (donde desea recibir informacion): mate.sabina@gmail.com;
smate@med.unlp.edu.ar
2. TEMA DE INVESTIGACION
PROYECTO 1: Estudio de la influencia de la estructura de la esfingomielina en la interaccion
esfingomielina-colesterol. Relaciéon con las propiedades biofisicas de membranas biolégicas.
PROYECTO 2: Estudio del mecanismo de accion de la toxina alfa-hemolisina de E. coli.
3. DATOS RELATIVOS A INGRESO Y PROMOCIONES EN LA CARRERA
INGRESO: Categoria:
Asistente Fecha: 1-09-2009
ACTUAL: Categoria: Adjunto (aprob. Direct) desde fecha: 11-12-2013
4. INSTITUCION DONDE DESARROLLA LA TAREA
Universidad y/o Centro: Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP).
Facultad: Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).
Departamento:
Catedra: Bioquimica y Biologia Molecular.
Otros:
Direccién: Calle: 60y 120 N°: s/n
Localidad: La Plata CP: 1900 Tel: 0221-4824894
Cargo que ocupa: Jefe de Trabajos Practicos, dedicacion EXx.
5. DIRECTOR DE TRABAJOS. (En el caso que corresponda)
Apellido y Nombres: Bakas, Laura.

Direccién Particular: Calle: Ne:

"Art. 11; Inc. “e” ; Ley 9688 (Carrera del Investigador Cientifico y Tecnoldgico).
2 El informe debera referenciar a afios calendarios completos. Ej.: en el afo 2008 debera informar
sobre la actividad del periodo 1°-01-2006 al 31-12-2007, para las presentaciones bianuales.
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Localidad: La Plata CP: 1900 Tel:

Direccién electronica: Ibakas@biol.unlp.edu.ar

Firma del Director (si corresponde) Firma del Investigador

6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO.
Debe exponerse, en no mas de una pagina, la orientacion impuesta a los trabajos,
técnicas y métodos empleados, principales resultados obtenidos y dificultades
encontradas en el plano cientifico y material. Si corresponde, explicite la importancia de
sus trabajos con relacion a los intereses de la Provincia.
PROYECTO 1: Estudio de la influencia de la estructura de la esfingomielina en la
interaccion esfingomielina-colesterol. Relacion con las propiedades biofisicas de
membranas biolégicas.
Para el desarrollo de la presente linea se han establecido colaboraciones con otros
grupos de investigacion, tanto nacionales como extranjeros, con el objetivo de adquirir
experiencia y la puesta a punto de metodologias de reciente desarrollo para el estudio
de la interaccién lipido-lipido y lipido-proteinas, como como AFM y espectroscopia de
fuerzas, Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR), Balanza de Langmuir-
Microscopia de Angulo de Brewster, entre otras.
-En colaboracion con los grupos de trabajo de la Dra. Maria Elena Vela (INIFTA, CCT-
La Plata) y el Dr. Bruno Maggio (CCT Cdrdoba) se realizaron experimentos en sistemas
modelo de membrana, empleado la técnica de monocapas y microscopia de fuerza
atdmica en bicapas soportadas sobre mica con el fin de estudiar la influencia de la
composicion y propiedades de membranas en la insercion de la toxina HIyA (Ver item
Publicaciones, paper 1).
-En colaboracion con el grupo de trabajo del Dr. Felix Go#i (de la Universidad del Pais
Vasco), se estudio la influencia de la estructura de la esfingomielina en la organizacion
lateral de membranas biolégicas. En dicho trabajo se combinaron diferentes técnicas
como Microscopia confocal, AFM-espectroscopia de fuerzas y espectrometria de masas
(Ver item Publicaciones, paper 2).
Asimismo, durante el afio 2014 se profundizé el estudio de los efectos de la presencia
de la 24:1 SM en las membranas bioldgicas. Se estudié la extraccion de colesterol con
metil-B-CD, tanto en sistema modelo como en membranas bioldgicas (eritrocitos),
mediante experimentos de SPR, DLS (dynamic light scattering) y microscopia de dos
fotones (se informara el afo proximo).
PROYECTO 2: Estudio del mecanismo de accion de la toxina alfa-hemolisina de E. coli.
Se estudio el rol del Cho en el mecanismo de accidn litico de la toxina en estudio. Se
encontré, mediante estudios insercion en monocapas de diferente cmposicion lipidica,
lipid dot blot y SPR que la interaccion directa entre HlyA y el colesterol induce un cambio
conformacional en la toxina que facilita su insercion en la membrana. (Ver item
Publicaciones, paper 3).
Finalmente, durante el periodo informado se continué trabajando en colaboracion con la
Dra. Mariana Farina, del Centro de Estudios Farmacolégicos y Botanicos (CEFyBO-
UBA-CONICET), en el proyecto: “Efectos de la hipoxia en la fisiologia placentaria.
Participaciéon del sistema endocannabinoide”. En particular, me he dedicado a la puesta
a punto de la técnica de obtencién de DRM (detergent resistant membranes) de
membrana apical y basal de sincitiotrofoblastos de placentas que pasaron por trabajo de
parto y placentas de cesarea, para el estudio de la participacién de microdominios de
membrana en las vias de transduccion de sehales desencadenadas por los
endocannabinoides. Con los resultados obtenidos se presentaron dos trabajos en
Congresos Internacionales (se informara el afio proximo).
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7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN ESTE PERIODO.
7.1 PUBLICACIONES. Debe hacer referencia exclusivamente a aquellas publicaciones

en las que haya hecho explicita mencion de su calidad de Investigador de la CIC
(Ver instructivo para la publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda
publicacién donde no figure dicha mencién no debe ser adjuntada porque no sera
tomada en consideracion. A cada publicacién, asignarle un numero e indicar el
nombre de los autores en el mismo orden que figuran en ella, lugar donde fue
publicada, volumen, pagina y afo. A continuacion, transcribir el resumen (abstract)
tal como aparece en la publicaciéon. La copia en papel de cada publicaciéon se
presentara por separado. Para cada publicacion, el investigador debera, ademas,
aclarar el tipo o grado de participacion que le cupo en el desarrollo del trabajo y,
para aquellas en las que considere que ha hecho una contribucién de importancia,
deberé escribir una breve justificacion.

1- "Boundary region between coexisting lipid phases as initial binding sites for
Escherichia coli alpha hemolysin: a real-time study”. Sabina Maria Maté*; Romina F
Vazquez; Vanesa S Herlax; Maria A Daza Millone; Maria L Fanani; Bruno Maggio;
Maria E Vela; Laura S Bakas. Biochem. Biophys. Acta 1838 (2014) 1832-1841.
ABSTRACT: a-Hemolysin (HIyA) is a protein toxin, a member of the pore-forming
Repeat in Toxin (RTX) family, secreted by some pathogenic strands of Escherichia
coli. The mechanism of action of this toxin seems to involve three stages that
ultimately lead to cell lysis: binding, insertion, and oligomerization of the toxin within
the membrane. Since the influence of phase segregation on HIyA binding and
insertion in lipid membranes is not clearly understood, we explored at themeso- and
nanoscale—both in situ and in real-time—the interaction of HlyAwith lipidmonolayers
and bilayers. Our results demonstrate that HlyA could insert into monolayers of
dioleoylphosphatidylcholine/sphingomyelin/cholesterol  (DOPC/16:0SM/Cho) and
DOPC/24:1SM/Cho. The time course for HIyA insertion was similar in both lipidic
mixtures. HIyA insertion into DOPC/16:0SM/Cho monolayers, visualized by
Brewster-angle microscopy (BAM), suggest an integration of the toxin into both the
liquid-ordered and liquid-expanded phases. Atomic-force-microscopy imaging
reported that phase boundaries favor the initial binding of the toxin, whereas after a
longer time period the HIyA becomes localized into the liquid-disordered (Ld) phases
of supportedplanar bilayers composed of DOPC/16:0SM/Cho. Our AFM images,
however, showed that the HIyA interaction does not appear to match the general
strategy described for other invasive proteins.We discuss these results in terms of
the mechanism of action of HIyA.

Participacion personal: disefio y desarrollo experimental (insercion de HIyA en
sistema modelo de membranas por tecnica de monocapas y AFM), discusion de los
resultados y redaccion del trabajo.

2- “N-nervonoylsphingomyelin (C24:1) prevents lateral heterogeneity in cholesterol-
containing membranes”. Sabina Maté*, Jon V. Busto, Aritz B. Garcia-Arribas, Jesus
Sot, Romina Vazquez, Vanesa Herlax, Claude Wolf, Laura Bakas and Félix M.
Gonii. Biophys J. 2014 Jun 17;106(12):2606-16.

ABSTRACT This study was conducted to explore how the nature of the acyl chains
of sphingomyelin (SM) influence its lateral distribution in the ternary lipid mixture
SM/cholesterol/1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), focusing on the
importance of the hydrophobic part of the SM molecule for domain formation. Atomic
force microscopy (AFM) measurements showed that the presence of a double bond
in the 24:1 SM molecule in mixtures with cholesterol (CHO) or in pure bilayers led to
a decrease in the molecular packing. Confocal microscopy and AFM showed, at the
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meso- and nanoscales respectively, that unlike 16:0 and 24:0 SM, 24:1 SM does not
induce phase segregation in ternary lipid mixtures with DOPC and CHO. This
ternary lipid mixture had a nanomechanical stability intermediate between those
displayed by liquid-ordered (Lo) and liquid-disordered (Ld) phases, as reported by
AFM force spectroscopy measurements, demonstrating that 24:1 SM is able to
accommodate both DOPC and CHO, forming a single phase. Confocal experiments
on giant unilamellar vesicles made of human, sheep, and rabbit erythrocyte ghosts
rich in 24:1 SM and CHO, showed no lateral domain segregation. This study
provides insights into how the specific molecular structure of SM affects the lateral
behavior and the physical properties of both model and natural membranes.
Specifically, the data suggest that unsaturated SM may help to keep membrane
lipids in a homogeneous mixture rather than in separate domains.

Participacion personal: disefio y ejecucion de los experimentos para el estudio de
las composiciones lipidicas mediante espectrometria de masas de eritrocitos de
diferentes especies de animales; discusién de los resultados y redaccion del
trabajo.

3-  “The novel evidence of the specific interaction between cholesterol and a RTX
toxin” Romina Vazquez, Sabina Maté, Laura Bakas, Marisa Fernandez, Emilio
Malchiodi y Vanesa Herlax. Biochemical J. 2014 458(3): 481-489.

ABSTRACT: Several toxins that act on animal cells present different, but specific,
interactions with cholesterol or sphingomyelin. In the present study we demonstrate
that HlyA (a-haemolysin) of Escherichia coli interacts directly with cholesterol. We
have recently reported that HlyA became associated with detergent resistant
membranes enriched in cholesterol and sphingomyelin; moreover, toxin
oligomerization, and hence haemolytic activity, diminishes in cholesterol-depleted
erythrocytes. Considering these results, we studied the insertion process, an
essential step in the lytic mechanism, by the monolayer technique, finding that HlyA
insertion is favoured in cholesterol- and sphingomyelin containing membranes. On
the basis of this result, we studied the direct interaction with either of the lipids by
lipid dot blotting, lysis inhibition and SPR (surface plasmon resonance) assays. The
results of the present study demonstrated that an interaction between cholesterol
and HIyA exists that seems to favour a conformational state of the protein that
allows its correct insertion into the membrane and its further oligomerization to form
pores.

Participacién personal: disefio y ejecucion de los experimentos de monocapas
(insercion de HIyA en sistema modelo de membranas), participacion en la discusion
de los resultados y redaccion del trabajo.

TRABAJOS EN PRENSA Y/O ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION. Debe
hacer referencia exclusivamente a aquellos trabajos en los que haya hecho explicita
mencion de su calidad de Investigador de la CIC (Ver instructivo para la publicacion
de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Todo trabajo donde no figure dicha
mencion no debe ser adjuntado porque no sera tomado en consideracion. A cada
trabajo, asignarle un numero e indicar el nombre de los autores en el mismo orden
en que figuraran en la publicacion y el lugar donde sera publicado. A continuacion,
transcribir el resumen (abstract) tal como aparecera en la publicacién. La version
completa de cada trabajo se presentara en papel, por separado, juntamente con la
constancia de aceptacion. En cada trabajo, el investigador debera aclarar el tipo o
grado de participacion que le cupo en el desarrollo del mismo y, para aquellos en
los que considere que ha hecho una contribucion de importancia, deber a escribir
una breve justificacion.
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11.

7.3 TRABAJOS ENVIADOS Y AUN NO ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION.
Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo, indicando el lugar al
que han sido enviados. Adjuntar copia de los manuscritos.

7.4 TRABAJOS TERMINADOS Y AUN NO ENVIADOS PARA SU PUBLICACION.
Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo.

7.5 COMUNICACIONES. Incluir inicamente un listado y acompanhar copia en papel de
cada una. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores).

7.6 INFORMES Y MEMORIAS TECNICAS. Incluir un listado y acompafar copia en
papel de cada uno o referencia de la labor y del lugar de consulta cuando
corresponda.

TRABAJOS DE DESARROLLO DE TECNOLOGIAS.

8.1 DESARROLLOS TECNOLOGICOS. Describir la naturaleza de la innovacién o
mejora alcanzada, si se trata de una innovacion a nivel regional, nacional o
internacional, con qué financiamiento se ha realizado, su utilizacion potencial o
actual por parte de empresas u otras entidades, incidencia en el mercado y niveles
de facturacion del respectivo producto o servicio y toda otra informacioén conducente
a demostrar la relevancia de la tecnologia desarrollada.

8.2 PATENTES O EQUIVALENTES. Indicar los datos del registro, si han sido vendidos
o licenciados los derechos y todo otro dato que permita evaluar su relevancia.

8.3 PROYECTOS POTENCIALMENTE TRASNFERIBLES, NO CONCLUIDOS Y QUE
ESTAN EN DESARROLLO. Describir objetivos perseguidos, breve resefia de la
labor realizada y grado de avance. Detallar instituciones, empresas y/o organismos
solicitantes.

8.4 OTRAS ACTIVIDADES TECNOLOGICAS CUYOS RESULTADOS NO SEAN
PUBLICABLES (desarrollo de equipamientos, montajes de laboratorios, etc.).

8.5 Sugiera nombres (e informe las direcciones) de las personas de la actividad privada

y/o publica que conocen su trabajo y que pueden opinar sobre la relevancia y el
impacto econémico y/o social de la/s tecnologia/s desarrollada/s.

SERVICIOS TECNOLOGICOS. Indicar qué tipo de servicios ha realizado, el grado de
complejidad de los mismos, qué porcentaje aproximado de su tiempo le demandan y los
montos de facturacion.

PUBLICACIONES Y DESARROLLOS EN:
10.1 DOCENCIA

10.2 DIVULGACION

DIRECCION DE BECARIOS Y/O INVESTIGADORES. Indicar nombres de los dirigidos,
Instituciones de dependencia, temas de investigacion y periodos.
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Codirectora del Becario del Proyecto de Extension titulado “Fortalecimiento de
capacidades locales para mejorar el habitat". Dicho Proyecto ha sido acreditado y
financiado por la Comisién de Extension de las Actividades Universitarias, UNLP.

12. DIRECCION DE TESIS. Indicar nombres de los dirigidos y temas desarrollados y aclarar
si las tesis son de maestria o de doctorado y si estan en ejecucion o han sido
defendidas; en este ultimo caso citar fecha.

Co-directora de Tesis de la Bioquimica Romina Vazquez. Titulo: "Mecanismo de accion
de alfa-hemolisina de E. coli en eritrocitos a concentraciones subliticas".

13. PARTICIPACION EN REUNIONES CIENTIFICAS. Indicar la denominacion, lugar y
fecha de realizacion, tipo de participacion que le cupo, titulos de los trabajos o
comunicaciones presentadas y autores de los mismos.

Presentaciones en Congresos Nacionales:

1- “Caracterizaciéon del proceso eriptético desencadenado por concentraciones
subliticas de alfa hemolisina de E. coli”. Fernanda Carrizo, Sabina Maté, Laura Bakas y
Vanesa Herlax, presentado en las Jornadas de la Facultad de Ciencias Médicas de
UNLP, 2014.

2- "Produccion de factor de crecimiento epidermal humano recombinante
biolégicamente activo”. Daniela Lufrano, Javier Garcia Pardo, Julia Lorenzo, David
Obregon, Sabina Maté y Laura Bakas, presentado en las Jornadas de la Facultad de
Ciencias Médicas de UNLP, 2014.

3- “Preparacion de bicapas lipidicas soportadas mediante SPR”. M. Antonieta Daza
Millone, M. Elena Vela, Vanesa S. Herlax y Sabina Maté. Presentado en el V Encuentro
Argentino de Materia Blanda, INIFTA, Septiembre de 2014.

4- “Supported lipid bilayers for molecular interaction studies by SPR”. M. Antonieta Daza
Millone, M. Elena Vela, Vanesa S. Herlax and Sabina Maté. Trabajo aceptado para ser
presentado (Comunicacién oral) en la XLIII Reunién Anual de SAB, Sierra de la
Ventana, Diciembre de 2014.

5- “Interaction of Cholesterol with Sphingomyelins: kinetics of cholesterol extraction by
ciclodextrin from natural and model membranes”. Daza Millone, M.A.; Herlax, V.; Vela,
M. E.; Bakas, L. and Mate, S. Trabajo aceptado para ser presentado (Poster) en la XLIII
Reunion Anual de SAB, Sierra de la Ventana, Diciembre de 2014.

6- “Synthesis, purification and characterization of peptides derived from E. coli alpha
hemolysin”. Fanny Guzman, Sabina Maté, Laura Bakas and Vanesa Herlax. Trabajo
aceptado para ser presentado (Poster) en la XLIII Reunién Anual de SAB, Sierra de la
Ventana, Diciembre de 2014.

7- “N-Nervonoylsphingomyelin (C24:1) in cholesterol- containing membranes. An AFM
study of bilayer heterogeneity“. Aritz B. Garcia-Arribas, Sabina Maté, Jon V. Busto,
Jesus Sot, Romina Vazquez, Vanesa Herlax, Claude Wolf, Laura Bakas and Félix M.
Goii. Presentado en el 18 th IUPAB Congress Brisbane, Australia, 3-7 Agosto de 2014.

14. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. Senalar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, periodo, instituciones visitadas, efc.

15. SUBSIDIOS RECIBIDOS EN EL PERIODO. Indicar institucion otorgante, fines de los
mismos y montos recibidos.
1- Subsidio Institucional para Investigadores de la Comision de Investigaciones
Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC). Afio 2014. Monto recibido: $7000.
2- Proyecto: “Toxinas de interés para la biomedicina (BIOTOX). Institucién otorgante:
CYTED, Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo. N° de
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16.

17.

resolucién: 212RT0467 Director: Dr. Carlos Manuel Alvarez Valcarcel. Integrante del
Grupo Argentina. Duracion: 2012-2015.

3- Proyecto: “Relacion estructura-funcion de HIyA de E.coli: Caracterizacion de sitios de
unién a colesterol y rol de los residuos de triptéfano en el mecanismo de accién”.
Institucion otorgante: Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnoldgica
(ANPCyT). Subsidio PICT-Grupo Reciente Formacion PICT 2013 2657. Duracion: 3
afos (2014-2016). Directora: Dra. Vanesa Herlax. Grupo responsable: Dra. Sabina
Maté. Monto total: $199.500.

4- Proyecto “Equipamiento para la implementacion de tecnologias emergentes en
bioquimica, biofisica y biologia molecular”. Institucién otorgante: Agencia Nacional de
Promocion Cientifica y Tecnoldgica (ANPCyT). Subsidio PICT-E 2014. Monto total: $
1.460.000. Director: Horacio Garda. Miembro del Grupo Responsable.

5- Proyecto: “Relacion estructura-funcion de HIyA de E.coli: Caracterizaciéon de sitios de
unién a colesterol y rol de los residuos de triptéfano en el mecanismo de accién”.
Institucion acreditadora: Secretaria de Ciencia y Técnica de UNLP (M11-181). Afo de
inicio — afo de finalizacién: 2014-2015. Monto primer afio: $13000. Director: Dra. Laura
Bakas. Integrantes: Dra. Sabina Maté-Dra. Vanesa Herlax- Bioq. Romina Vazquez.

6- Proyecto: “Disefio de nanoparticulas conteniendo Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF) para el tratamiento de las ulceras del pie diabético”. Institucion acreditadora:
Secretaria de Ciencia y Técnica de UNLP (M11). Afio de inicio — afio de finalizacion:
2014-2017. Monto primer afio: $13000. Director: Dra. Laura Bakas. Integrante: Dra.
Sabina Maté.

OTRAS FUENTES DE FINANCIAMIENTO. Describir la naturaleza de los contratos con
empresas y/o organismos publicos.

DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO.

- Mencién en el Premio ARQUISUR a la Extensién 2014, XXXIII Encuentro y XVIII
Congreso - Premio ARQUISUR Arg. José Miguel Aroztegui, Septiembre de 2014, La
Paz, Bolivia. Trabajo correspondiente al Proyecto de Extensién FAU “Construccion de
conocimientos compartidos para actuar sobre los condicionantes y determinantes de la
salud” - Autores: Args. Julio S. Caviglioni - Adrian Saenz - Luciano Lafosse - Dra.
Sabina Maté/ Facultad de Cs. Médicas (INIBIOLP). Guillermo Maltempo - Leandro
Bonnin (estudiantes).

- Premio al mejor trabajo de Investigacion Basica presentado en las Jornadas de la
Facultad de Ciencias Médicas de UNLP, 2014. “Caracterizacion del proceso eriptotico
desencadenado por concentraciones subliticas de alfa hemolisina de E. coli”. Fernanda
Carrizo, Sabina Maté, Laura Bakas y Vanesa Herlax.

18. ACTUACION EN ORGANISMOS DE PLANEAMIENTO, PROMOCION O EJECUCION

19.

CIENTIFICA Y TECNOLOGICA. Indicar las principales gestiones realizadas durante el
periodo y porcentaje aproximado de su tiempo que ha utilizado.

TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO. Indicar el porcentaje
aproximado de su tiempo que le han demandado.

JEFE DE TRABAJOS PRACTICOS ORDINARIO con Dedicacién Exclusiva. Catedra de
Biogquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP.

Las tareas inherentes al Cargo docente que desempeio en la Catedra de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Fac. de Cs. Médicas de la UNLP insumen un 20 % de mi
tiempo de trabajo.
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20. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES. Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la
evaluacién de la tarea cumplida en el periodo.

- Codirectora del Proyecto de Extensién titulado “Fortalecimiento de capacidades
locales para mejorar el habitat". Dicho Proyecto ha sido acreditado y financiado por la
Comisién de Extensién de las Actividades Universitarias, UNLP.

- Jurado del Trabajo Final, Laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos de la
Licenciatura en Biotecnologia y Biologia Molecular de la Srta. Geraldine Garrahan.
Facultad de Cs. Exactas, UNLP. Afo 2014.

21. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO. Desarrollar
en no mas de 3 paginas. Si corresponde, explicite la importancia de sus trabajos con
relacion a los intereses de la Provincia.

PROYECTO 1: Puesta a punto de metodologias de reciente desarrollo para el estudio de
interacciones lipido-lipido y lipido-proteinas.

El objetivo principal de la linea de trabajo consiste en el estudio de las interacciones
lipido-lipido y lipido-proteina para la organizacién y estructura de membranas biolégicas.
Para el desarrollo de la presente linea se utilizan metodologias bioquimicas y biofisicas
clasicas asi como también metodologias de desarrollo mas reciente, como AFM y
espectroscopia de fuerzas, Resonancia de Plasmones Superficiales, Balanza de
Langmuir-Microscopia de Angulo de Brewster, entre otras. El objetivo especifico para el
afio en curso consiste en el desarrollo de sistemas modelo de membranas biologicas
sobre sustratos plasmoénicos de oro modificados quimicamente. Se empleara la técnica
de SPR para seguir la formacion del sistema y se analizara la calidad de las bicapas
formadas mediante microscopia de fuerzas atdomicas (AFM). Estos estudios se
realizaran en el marco de una colaboracién ya establecida con la Dra. Maria Elena Vela
y la Dra. Maria A. Daza Millone, de INIFTA.

Las membranas bioldgicas actian como barreras para separar y proteger a la célula y
sus componentes del medio externo. También proveen un ambiente adecuado para
soportar moléculas y macromoléculas que intervienen en un amplio rango de procesos
bioloégicos. Realizar investigaciones sistematicas utilizando membranas bioldgicas
“naturales” puede resultar engorroso debido a su complejidad intrinseca y a sus
heterogeneidades [1]. Por esta razén, desde hace varias décadas se emplean
estructuras de membrana biomiméticas, de las cuales las bicapas de fosfolipidos
soportadas (SLBs) se encuentran entre los modelos comunmente aceptados [2]. Entre
sus ventajas radica el hecho de que son capaces de autoensamblarse en formaciones
planares sobre sustratos, convirtiéndolas en modelos ideales para estudios
estructurales y funcionales mediante técnicas de superficie. En este punto es crucial el
disefio de la quimica de superficie del sustrato para lograr una adsorcién estable y evitar
la desnaturalizacion de sus componentes.

Dentro de las técnicas empleadas para el estudio en SLBs existe un creciente desarrollo
en aquellos ensayos que no requieren marcadores (“label-free”), ya que de este modo
se prescinde del empleo de reactivos que pueden interferir en una interaccion
determinada. Este punto es critico para la eficiencia de biosensores para diagndstico o
bien para sistemas de screening de farmacos, en los cuales se requiere una alta
sensibilidad para el reconocimiento molecular. Ademas, se elimina el problema de falsos
positivos que ocurre frecuentemente con el empleo de sondas fluorescentes. Entre las
técnicas “label-free”, la resonancia de plasmones superficiales (SPR) se considera una
de las técnicas bioquimicas mas importantes para el estudio de interacciones
moleculares [3].
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En un experimento tipico de SPR, se forma una membrana de lipidos (ligando) encima de
una superficie de oro recubierta con una monocapa hidrofilica denominada “chip-
sensor”, sobre la que luego se hace pasar un flujo de una solucién de proteina (analito)
a una determinada concentracion. La union de la proteina a la membrana cambia el
indice de refraccion cerca de la superficie, o que resulta en el cambio del angulo de
resonancia al cual se sintonizan los plasmones de superficie, que son excitados con un
laser de 670 nm en condicion de reflexion total interna (TIR). EI cambio se expresa en
unidades de corrimiento del angulo de resonancia y es linealmente proporcional a la
cantidad de proteina unida [4]. Las curvas de unién (sensogramas) se utilizan para
determinar las velocidades de asociacion y disociacion ajustando los datos
experimentales a un modelo de unién. Si bien mediante esta técnica es posible seguir in
situ la formacién de una SLB, es necesario recurrir a otras técnicas para verificar el
grado de cubrimiento de la superficie, la continuidad de la bicapa y su homogeneidad.
En el marco de este proyecto, durante el afio en curso de planea entonces caracterizar
las distintas superficies mediante microscopias de fuerzas atémicas. Una vez puesta a
punto esta metodologia de trabajo, esta técnica se utilizara para el estudio de
interacciones de diferentes drogas con membranas, como metil beta ciclodextrina, asi
como también para el estudio de la interaccion entre la toxina bacteriana alfa
hemolisina, secretada por ciertas cepas patogenas de E. coli, y distintos tipos de
esteroles (ver Proyecto 2).

Metodologia

Las membranas soportadas se prepararan a partir de vesiculas artificiales compuestas
por un unico fosfolipido (ej: DPPC, DPPE, esfingomielinas) o bien por mezclas binarias
(ej: DPPC/esfingomielina, DPPCl/colesterol) o] ternarias (ej:
DPPC/esfingomielina/colesterol). La superficie de oro sensora se modificara con una
SAM de DTT para lograr la interface hidrofilica necesaria para la fusién de vesiculas. La
formacion de la SAM se realizara ex situ mediante la inmersion de la placa de oro en
una solucién de DTT 100 uM en etanol durante media hora a temperatura ambiente.
Entre los parametros a optimizar se encuentran:

1) Tamano, estructura (unilamelares/multilamelares) y concentracion de las vesiculas
liidicas.

2) Buffer de corrida

3) Velocidad de flujo del buffer de corrida

4) Solucion de lavado para remocion de multicapas

5) Método de regeneracion de la superficie (eliminar in situ la bicapa formada para un
nuevo ensayo) sin afectar a la SAM de DTT
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PROYECTO 2: Durante el presente afio espero continuar colaborando con el Estudio del
mecanismo de accion de la toxina alpha-hemolisina de E. coli.
En nuestro pais la bacteria Escherichia coli causa del 75% al 90% de los episodios de
infecciones urinarias, prevaleciendo en la infeccion urinaria neonatal, pediatrica, en la
cistitis no complicada o recurrente de la mujer fértil, asi como en la pielonefritis [1].
Existe un grupo de cepas de E.coli denominadas cepas patogénicas extraintestinales
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(EXPEC), estos patégenos son comensales normales del intestino, pero una vez que
salen del mismo producen una serie de patologias como infeccion urinaria, meningitis y
septicemia. A estas cepas se las denomina cepas uropatogénicas de E. coli (UPEC). La
habilidad de las mismas para invadir y colonizar otros tejidos esta determinado por un
conjunto de factores, donde se incluyen: factores de adherencia, toxinas, sistemas de
adquisicion de hierro (sideroforos) y antigenos capsulares [2]. Dentro de las toxinas que
estas cepas secretan se encuentra alfa hemolisina (HIyA) y el factor citotoxico
necrotizante 1 (CNF-1). Ambas han demostrado alta correlacion con septicemia y dano
renal [3].

HlyA presenta un amplio espectro de células blanco, como fibroblastos, células
endoteliales, granulocitos, monocitos y macrofagos de diferentes especies. El
mecanismo de accion litica es un mecanismo complejo que finaliza en la lisis celular. En
este proceso, se han reconocido al menos 3 etapas: unién a la membrana de la célula
blanco, insercién y oligomerizacion. En cuanto a la interaccion con las células, se
proponen al menos dos fases en la citotoxicidad de HIyA: una fase de adsorcion pasiva
a la superficie de la célula y luego una fase de insercion a la membrana. Por estudios
con liposomas se determind que la fase de adsorcion es reversible, esta gobernada por
fuerzas electrostaticas y no necesariamente conduce a la lisis celular [4]. Resultados
recientes de nuestro laboratorio indican que HIyA interacciona con el colesterol presente
en la membrana y que dicha interaccién induce un cambio conformacional en la toxina
que favorece su insercion en la membrana, necesaria para la oligomerizacion y la
formacion del poro [5]. Durante el afio en curso se estudiara la interaccion preferencial
entre la toxina y diferentes esteroles, como colesterol y ergosterol, a fin de elucidar los
determinantes moleculares de la interaccion HlyA-Colesterol.

Se estudiard la actividad hemolitica de la toxina frente a liposomas conteniendo
DOPCl/esterol (colesterol o ergosterol) en diferentes relaciones molares, asi como su
unién (mediante SPR) e insercién (mediante balanza de Langmuir) a/en membranas de
diferente composicion lipidica.

La técnica de SPR se utilizara para el estudio del primer paso del mecanismo de accion
de HIyA, esto es, la unién de la toxina a la membrana. La Resonancia de plasmones
superficiales permite la determinacién de forma rapida y directa de las velocidades de
asociacion y disociacion y el monitoreo de la unidén de las proteinas a una membrana sin
necesidad del marcaje de la proteina o los lipidos con sondas especificas. Esta técnica
posee una alta sensibilidad de deteccién, lo que posibilita trabajar con bajas
concentraciones de muestra (en el rango nM). Los experimentos de SPR no sélo
permiten obtener informacion relativa a la afinidad entre biomoléculas (calculo de las
constantes de union), sino que también proveen informacion cinética, que puede ayudar
a comprender el modo de union, la existencia de cambios conformacionales y de
eventos de oligomerizacion [6].

Existen diferentes métodos experimentales para la preparacion de la superficie del
sensor de SPR mimetizando membranas lipidicas. Estos métodos contemplan tanto la
preparacion de membranas lipidicas planas como de liposomas intactos “capturados”
sobre el sensor. La puesta punto de la metodologia para el estudio de las interacciones
entre HlyA y membranas de diferentes composiciones lipidicas se contempla en el
Proyecto 1.

Mediante la técnica de monocapas lipidicas se puede diseccionar el proceso de
insercion de la toxina del proceso de lisis, dado que la monocapa no experimenta la
reestructuracion tridimensional requerida para alterar la barrera de permeabilidad de
membrana que tiene lugar durante la lisis. La insercion de la toxina en las monocapas
de diferente composicion lipidica se evaluara a partir de los cambios en la presion lateral
de la monocapa como consecuencia de la insercién de la toxina, agregada en la
subfase acuosa.
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